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略称および用語解説 
 
○ AHN 
adult hippocampal neurogenesis、成体海馬神経新生。成体脳内の海馬に神経幹細胞が存在し、
神経幹細胞により制御されながら新しい神経細胞が続々産生されている。 
 
○ BrdU 
bromodeoxyuridine、ブロモデオキシウリジン。チミジンの同族。生体内では細胞周期の S
期に DNA 内に取り込まれ。免疫組織化学法により検出することが可能。 
 
○ CA 
cornu Ammonis、アンモン角。海馬の亜領域の一つ。錐体細胞から成る。 
 
○ cDNA 
complementary DNA、相補的 DNA。mRNA をもとに逆転写酵素を用いて合成された DNA。 
 
○ DG 
detate gyrus、歯状回。海馬を構成する海馬体の一部、顆粒細胞（graunle cell）と呼ばれる細
胞の層を持ち、その外側は分子層と呼ばれる。顆粒細胞は比較的小型の細胞であり、樹状
突起を分子層側に、軸索を海馬の CA3 領域の内側に向かって伸張させる。この軸索は苔状
線維とも呼ばれる。 
 
○ GC 
glucocorticoid、グルココルチコイド。副腎皮質の束状帯で産生されるステロイドホルモン。
血糖値や心拍数、血圧、呼吸数を上昇させ、ストレスに対抗するために不可欠なホルモン
で、種により呼称が異なり、ヒトではコルチゾール、ラットやマウスではコルチコステロ
ンという場合が多い。 
 
○ IPA 
Ingenuity Pathway Analysis、マイクロアレイやプロテオミクス等の実験で得たデータをもと
に、生物学的機能の解釈やパスウェイ解析を行うソフトウェア。 
 
○ LT 
lactate threshold、乳酸性作業閾値。漸増負荷運動時に、血中乳酸が急激に増加するポイント。 
 
 vii 
 
○ LTP 
long-term potentiation、長期増強。神経細胞を刺激することにより２つの神経細胞間の信号伝
達が持続的に向上する現象のこと。神経細胞はシナプス結合を介して信号伝達しており、
記憶はこのシナプスに貯えられていると信じられているので、長期増強は学習と記憶の根
底にある主要な細胞学的メカニズムの 1 つであると考えられている。 
 
○ MWM 
Morris water maze、モリス水迷路。最も典型的な空間学習記憶テストの一つ。場所学習逃避
訓練とプローブテストにより構成される。 
 
○ RT-PCR 
reverse transcriptase-PCR、逆転写 PCR。PCR 法と逆転写酵素反応を組み合わせた技術。mRNA
から cDNA を合成し、これを PCR 法で増幅した後、分析する技術。 
 
○ RER 
respiratory exchange ratio、呼気ガス交換比。𝑉O2 に対する𝑉CO2 の割合。 
 
○ SGZ 
subgranular zone、顆粒細胞下層。海馬歯状回の顆粒細胞層と歯状回門の境の部位を指す。 
 
○ 𝐕O2 
volume of O₂、酸素摂取量。 
 
○ 𝐕CO2 
volume of CO₂、二酸化炭素排出量。 
 
○ VT 
ventilatory threshold、換気性作業閾値。漸増負荷運動時に、二酸化炭素排出量が酸素摂取量
（運動負荷）に対して急激に増加するポイント。 
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第１章	 緒言 
 
現在、運動不足や偏食、睡眠不足などのライフスタイルの乱れにより、慢性疾患だけで
はなく、認知機能の低下を引き起こし、社会生活に悪影響をもたらしている (Hart et al., 
2003; Marin et al., 2011)。その予防や改善法として健康なライフスタイルを整えることが重
要であり、特に、薬物に頼らない自然な方略として運動や、天然物質から抽出された成分
を精製して作出された天然サプリメントの摂取が提案されており、事実、これらはそれぞ
れ認知機能向上効果をもたらすことが知られている (Hillman et al., 2008; Gestuvo and Hung, 
2012)。さらに最近、これらの併用が認知症やうつ病の発症に対してより大きな予防効果を
もたらすことが示唆されており (Polidori et al., 2010; Walker et al., 2010)、脳機能を維持・改
善するライフスタイルとして、運動と天然サプリメントの併用が大きな注目を集めている。 
これまで、脳機能への運動効果を検討した研究は、とりわけ記憶・学習を司る海馬機能
に着目したものが多い。特に、海馬の歯状回では、生涯にわたって新たな神経細胞が生ま
れており（成体海馬神経新生；AHN, adult hippocampal neurogenesis）、この新生細胞は４週
間程で成熟し、既存の神経回路に組み込まことで記憶の形成に重要な役割を果たす (Zhao et 
al., 2008)。AHN は慢性的なストレスなどにより抑制され、うつ病や認知障害を引き起こす
要因となるが (Gould and Tanapat, 1999; Sahay and Hen, 2007)、一方で、AHN は自発的な輪回
し運動により促進され、海馬依存性の空間学習記憶力を高めることが健康な動物を用いた
研究で明らかになっている (Kempermann et al., 1988; van Praag et al., 1999)。動物のみならず
ヒトにおいても運動は海馬の体積を増やし、記憶能を向上させることから (Erickson et al., 
2011)、運動は海馬機能の向上に有効だといえる。 
これまで私どもは、AHN の促進に伴い海馬が司る空間学習・記憶能を向上させる運動強
度に着目してきた。まず、ヒトの運動強度設定に用いられている乳酸性作業閾値（LT, lactate 
threshold; 50-60 %VO2max）をラットで同定し、その LT 強度を基準とした運動時のストレス
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応答の違いから、LT 以上の運動を高強度、LT 以下の運動を低強度と確立した (Soya, 2001; 
Soya et al., 2007a)。これまでに私どもは、LT 以下の低強度運動は、海馬の神経細胞を活性
化させ (Soya et al., 2007b)、さらに、習慣的な低強度運動は高強度運動よりも AHN を促進
させ (Okamoto et al., 2012; Inoue et al., 2015b)、空間記憶能を高めることを見出した (Inoue et 
al., 2015a)。これらのことから、低強度運動が AHN と海馬機能を向上させる適切な運動強度
といえる。では、この低強度運動効果をさらに高める方法はあるのだろうか。 
低強度運動効果を最大化する付加条件の一つとしてサプリメントの摂取が想定されてい
る。これまでサプリメントは、足りない栄養素を補填する役割だけでなく、体を動かすた
めのエネルギー源としてアルゴジェニック効果や、抗ストレス効果（アダプトゲン）など
をもつ多くの品目（アミノ酸、カテキン、タウリン、ジンセン、エゾウコギなど）につい
て検討され、商品化されてきた (Maughan, 1999; Gupta et al., 2005)。近年、副作用が無く、
抗酸化作用を持つ天然サプリメント（カテキン、DHA）が海馬機能を向上させる効果が報
告され (Gomez-Pinilla, 2008; Spencer, 2009)、さらに運動との併用は、それぞれの単独の影響
を合わせた効果（相加効果）を上回る効果（相乗効果）をもたらすことが示唆されている (Wu 
et al., 2006; van Praag et al., 2007)。これらのことから、低強度運動による海馬機能向上効果
を増強する方法として、天然サプリメントの付加的摂取が有効だといえる。 
最近、カロテノイドの一種であるアスタキサンチン（ASX, astaxanthin）が、身体の健康
維持だけでなく、脳機能をも高めうる機能性食品として注目されている (Guerin et al., 2003; 
Fassett and Coombes, 2011; Katagiri et al., 2012)。この ASX はカニなどの甲殻類やサーモン、
エビなどに豊富に含まれている天然の赤い色素として知られており、その生理的作用が多
くの研究で検討されてきた (Ambati et al., 2014)。これまでに、強い抗酸化作用（カテキンの
約 500 倍、vitamin E の約 1000 倍）をもたらすだけでなく (Naguib, 2000)、抗ストレス作用、
抗炎症作用などのアダプトゲンとして働き (Ohgami et al., 2003; Nishikawa et al., 2005)。こう
した ASX の生理作用は、ガン、糖尿病、高血圧などの疾患を予防できることも明らかにな
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っている (Naito et al., 2004; Hussein et al., 2005a; Gal et al., 2012) 。さらに、ASX は血液脳関
門を通過でき (Tso and Lam, 1996)、ASX の経口投与は筋だけでなく、脳にも蓄積すること
が、すでに確認されている(松井、2007)。神経前駆細胞を用いた生体外実験で、ASX は AHN
の段階である細胞増殖を促進することが確認されている (Kim et al., 2010)。また、加齢動物
の海馬で低下した脳由来神経栄養因子（BDNF, brain-derived neurotrophic factor）の回復や 
(Wu et al., 2014)、脳血管性認知症モデル動物の海馬神経細胞死ならびに記憶低下を抑制する
ASX 効果が報告された (Hussein et al., 2005b)。これらの先行研究は、ASX の神経細胞保護
効果が海馬にも及んでいることを示唆する結果であり、ASX が AHN を促進して海馬機能を
高めることが十分に考えられる。さらには、ASX 摂取が低強度運動による AHN 促進および
海馬機能向上を相乗的に高めることが想定される。 
これまで、海馬機能を支える AHN を促進する分子機構として、様々な因子が複雑に関
与することが報告されている (Faigle and Song, 2013)。したがって、この分子機構の解明に
は単一の因子の解析だけでなく、全遺伝子発現の網羅的解析がもとめられる。この解決策
として、マイクロアレイ法が開発され多くの研究で用いられている。近年では、運動 (Inoue 
et al., 2015b) や天然サプリメント (Dong et al., 2012)またはその併用 (van Praag et al., 2007)
が海馬機能を促進する分子機構について、マイクロアレイ法を用いて推定されており、本
研究で検討する ASX 摂取や低強度運動との併用が海馬機能にもたらす効果の分子機構の推
定にも有効だといえる。興味深いことに、カテキンと運動の併用による海馬機能の相乗的
な向上効果は、両者の単独効果とは異なる分子機構を介して生じていることがマイクロア
レイ法を用いた解析から明らかになっている (van Praag et al., 2007)。このことから、本研究
で低強度運動と ASX 摂取の併用が AHN および海馬機能を高める特異的な分子機構が推定
されると想定される。 
そこで本研究では、低強度運動による海馬機能向上効果は ASX 摂取によって増強される
かどうかを明らかにし、さらにその背景にある分子機構をマイクロアレイによる遺伝子発
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現の網羅的解析により推定することを目的とし、以下の２つの研究課題を設定した。研究
課題１では海馬機能を高める ASX の単独効果を検討し、その分子機構を推定した。研究課
題２では、低強度運動による海馬機能向上効果が ASX 摂取によって増強されるかどうかを
検討するため、まずマウスにおける換気性作業閾値（VT, ventilatory threshold）を基準とし
た低強度運動モデルを確立し、VT 以下の低強度運動と ASX 摂取の併用が AHN および海馬
の空間認知機能に及ぼす影響を検討し、その分子機構を推定した。 
 
 
Figure 1 Design of this study 
We investigated whether ASX-enriched deit potentiate the effect of mild exercise on adult hippocampal 
neurogenesis (AHN), which in turn enhances spatial learning and memory in C57BL/6J mice.  
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第２章	 先行研究 
 
1. 認知機能（Cognitive function） 
認知機能とは内的環境・外的環境からの刺激を認識する一連の作業であり、感覚器にお
ける知覚、注意、記憶、思考といった人間の脳内で働く総合的な知的活動である。また、
認知機能を高次機能としての情報処理活動の総称と捉える研究者もある。この場合、認知
機能は知能とほぼ同義であり、単に刺激の認知だけでなく、合理的に思考・行動し、その
情報を効率的に処理する個人の統合的・全体的な能力と定義される。加齢に伴う認知機能
の変化としては、知覚段階での変化（難聴、老眼）や情報処理速度の低下、注意の持続力
低下などが起こり、情報のパターン記憶や短期記憶効率が下がることが報告されている
(Deary et al., 2009)、すなわち認知機能は日常生活に密接に関係し、ヒトにとって非常に重要
な機能である。 
 
2. 海馬（Hippocampus）  
海馬は、海馬体（hippocampal formation）と呼ばれる大脳辺縁系の一部をいう。また、解
剖学的（anatomy）にいくつかの領域に分けられアンモン角（CA, cornu ammonis）、歯状回
（DG, dentate dyrus）、海馬台（subculum）を合わせて海馬体という。狭義には、CA を指し
て海馬というが、本研究では広義の意味で海馬体を海馬（hippocampus）として用いる。さ
らに、各領域を構成する主要な細胞は異なり、CA 領域には錐体細胞からなる細胞層
（pyramidal call layer）、DG 領域には顆粒細胞から成る細胞層（granular cell layer）が広がる。
また、CA 領域はその細胞の大きさや形から構造的に３つに分けられ、背側の小錐体細胞領
域を CA1、それに続く大錐体細胞領域を CA2~4 と区別する（Fig. 2）。海馬への信号は、主
に嗅内野から貫通路（perforant pathway）を介して DG に入力し、苔状線維（mossy fibers）
を介して CA3 領域へ、そして schaffer 側肢（schaffer collaterals）を介して CA1 領域へと伝
達される。海馬内の各領域には、解剖学的違い以外にも異なる特徴を持ち、CA1 領域では
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虚血に対し脆弱であり、遅発性神経細胞死を起こしやすい (Ordy et al., 1993)。また、歯状回
の顆粒細胞下帯（SGZ, subgranular zone）は神経細胞の新生が見られる部位であり (van Praag 
et al., 2002)、多くの研究者が注目している。 
 
 
Figure 2 Basic anatomy of the hippocampus (Neves et al., 2008) 
 
3. 成体海馬神経新生（Adult hippocampal neurogenesis; AHN） 
3-1. AHN とは 
1928 年に、脳解剖学者 Cajal は「成熟した脳の神経細胞では新たな神経細胞は新生され
ない」と提唱した。一方、1965 年、Altman らは[3H]-チミジンオートラジオグラフィー法を
用いて成熟ラットでも海馬 DG や嗅球に分化可能な前駆細胞が存在することを実証した 
(Altman and Das, 1965)。しかし、Altman らの反証は、正確な新生細胞数の測定や同定が不可
能であるという実験手法の限界や新生細胞の増殖が成熟ニューロンの分化によるとの見解
から受け入れられることはなかった。したがって、当時の脳神経科学では「既存の神経細
胞の数は一生涯にわたって変化せず、残存する神経細胞間で新たな神経ネットワーク（シ
ナプス結合）を形成することで神経可塑性が保たれる」との見解が強かった。しかし、そ
の後レトロウィルスやチミジンと同様に DNA 合成期（S 期）に取り込まれる BrdU
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（bromodeoxyuridine）のモノクローナル抗体が開発されると (Gratzner, 1982)、新生細胞を
容易に標識することが可能になり、この分野の研究は一気に加速した。その後の精力的な
研究から、成熟した脳の海馬歯状回と脳室下帯の２つの領域では、新たに神経細胞が産生
されることが明らかになった (Altman and Das, 1967; Kuhn et al., 1996)。近年では、ヒト
(Eriksson et al., 1998)やサル (Kornack and Rakic, 1999)の海馬でも神経新生が確認されており、
精力的に研究が進む分野の 1 つとなっている。 
 
3-2. AHN の成熟段階 
AHN において、新生細胞はいくつかの過程を経て機能的な成熟神経細胞となる。その過
程を大きく分けると増殖・分化・生存の３つに分類できる (Ehninger and Kempermann, 2007; 
Duan et al., 2008)。以下に、その詳細を示す。AHN は海馬 DG 顆粒細胞下帯（SGZ; subgranular 
zone）の前駆細胞に端を発する。初期の前駆細胞を放射状グリア様幹細胞（Type 1 cell）と
いい、アストロサイトマーカーである GFAP（glial fibrillary acidic protein）や細胞骨格を構
成している繊維状タンパク質の Nestin、幹細胞タンパク質の Sox2 により標識される (Seri et 
al., 2001; Steiner et al., 2004; Steiner et al., 2006)。続いて、Type 1 cell は Type 2 の段階に入る。
この時期の細胞は、増殖能が高く、新生細胞の多くはこの時期に産生される (Filippov et al., 
2003; Ehninger and Kempermann, 2007)。さらに、成熟が進むと転写因子である Prox1 を発現
する Type 2 cell となり、この段階で細胞分化が決定され、新生細胞は神経細胞もしくはそ
れ以外の細胞（アストロサイト、オリゴデンドロサイト、ミクログリア）へと分化する。
その後、有糸分裂を示す最終段階の Type 3 cell の段階へ分化が進む。この段階は増殖性の
神経芽細胞（neuroblast）から有糸分裂後未成熟神経細胞への移行の時期として存在し、細
胞増能が減少する (Ehninger and Kempermann, 2007)。この頃の細胞には、DCX、ProX、NeuroD
など多くの神経マーカーが混在して発現するが、Type 3 の後期には Ca2+結合タンパク質で
ある Calretinin が発現する (Brandt et al., 2003)。有糸分裂後は、新生細胞の顆粒細胞層（GCL, 
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granular cell layer）への遊走および取り込みが決定されるが、この時、多くの細胞はアポト
ーシスにより除去される (Biebl et al., 2000)。なお、成熟神経のマーカーには NeuN や
Calbindin が多く用いられる。 
組み込み後も、生存の段階で新生細胞の多くが淘汰され正味の神経新生は大きく変化す
る (Kempermann et al., 2006)。また、海馬における新生細胞の組み込みは元の顆粒細胞と置
き換わるのではなく、既存の神経回路に追加される形で起こり、ここで初めて海馬の高い
神経可塑性が維持される (Imayoshi et al., 2008)。そこで、新生神経細胞が生まれてから成熟
し、神経細胞として機能するまでには一定の期間が必要であり、成長が完了するまでには
４～６週間かかるといわれる (van Praag et al., 2002; Jessberger and Kempermann, 2003)。した
がって、この時期を境にその前後では新生された神経細胞の機能に質的違いが生じる可能
性があり、注意が必要である。 
新生細胞が成熟するまでには多くの段階が存在する。そして、各成熟段階の神経細胞や
グリア細胞で発現する特異的なタンパク質や転写因子を標識し、マーカーとして使用する
ことで細胞の分化を評価することができる (von Bohlen Und Halbach, 2007)。神経細胞の成熟
およびその時々の細胞マーカーを Figure 3 に示した。また、BrdU 投与のタイミングを調節
することで、新生細胞の増殖と生存のいずれかを評価できる。例えば、運動やサプリメン
ト効果をみる際にも、予め長期間前に投与した場合には神経細胞の生存を評価し、サンプ
リングの直前に投与した場合には増殖能を評価することになる。 
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Figure 3 Adult hippocampal neurogenesis in the dentate gyrus 
A schematic of the neurogenic lineage cells and their antigenic markers in the adult DG. Phase 1, cell 
proliferation; Phase 2, production of neuroblasts; and Phase 3, maturation and survival of newly formed 
neurons. 
 
3-3. 空間学習記憶力における AHN の役割 
新生成熟神経細胞は、４〜６週間かけて新しく海馬神経回路に取り込まれるが、この細
胞には電気生理学的ないくつかの特徴がある。その例として、脱分極の閾値が低く刺激に
対する感受性が高いこと (Schmidt-Hieber et al., 2004)や長期増強（LTP, long-term potentiation）
が容易に誘発されること (Ge et al., 2007)が挙げられる。LTPは電気生理学的に海馬の可塑性
を示す指標の一つであり、LTPの誘導は海馬空間記憶能の向上につながる。LTPが誘導され
て数分の間に前初期遺伝子（ immediate early gene）の1つである fosが発現するため
(Bischofberger, 2007)、fosによりLTPの間接的な評価が可能である。空間学習機能能力（MWM, 
Morris water maze）の際、新生成熟神経細胞が優先して活性化されることを明らかにした 
(Kee et al., 2007)。このように感受性の高い新生成熟神経細胞が既存の神経回路に取り込ま
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れることで、海馬の神経可塑性を高めている可能性があるため、AHNの評価は極めて重要
である。 
 
3-4. 運動による AHN 促進 
運動が海馬神経可塑性を高める 1 つの手段となることは、既に多くの研究から確固たる
ものとなっている。運動は、AHN やシナプス可塑性、LTP などを促進し、さらに MWM の
成績を向上させる。とりわけ、AHN に及ぼす運動効果については多くの分野で研究が進ん
でいる。Kempermann ら (1997)は、飼育ケージに回転ホイールやトンネルなどの遊具を置き、
複数のラットを飼育する「豊かな環境」が、遊具がなく少数のラットを飼育する「貧しい
環境」よりも神経新生を促進することを発見した。さらに、豊かな環境を構成する要素（学
習、社会性、走運動）を取り出し、各々が AHN に及ぼす影響について検討したところ、走
運動が他のどの要素よりも AHN を促進していることがわかった (van Praag et al., 1999)。回
転ホイールを除いた豊かな環境と回転ホイールのみの環境におけるAHNを比較した研究に
おいても、後者でより海馬の細胞増殖が促進することが明らかとなっている (Ehninger and 
Kempermann, 2003)。他にも、走運動は AHN を促進する有効な手段であることが数多くの研
究から証明されている (Overstreet et al., 2004; Van der Borght et al., 2007)。また、走運動によ
る空間学習課題 (Fordyce and Farrar, 1991; Fordyce and Wehner, 1993; Vaynman et al., 2004; 
Ang et al., 2006)や海馬機能に関連した課題である恐怖条件付け文脈学習試験の成績改善効
果が見出されていることから (Baruch et al., 2004; Burghardt et al., 2006)、走運動による AHN
の促進と認知課題の成績向上に密接な関係があることが想定される。 
 
4. サプリメント  
サプリメントとは、アメリカ合衆国での食品区分の一つで、ダイエタリー・サプリメン
ト（Dietary supplement）の訳語である。1994 年にアメリカの政府は、DSHEA（Dietary 
Supplement Health and Education Act）を公表しており、サプリメントは、ビタミン、ミネラ
 11 
 
ル、ハーブ、アミノ酸のいずれかを含み、通常の食事を補うことを目的とする製品と定義
されている。ほかにも生薬、酵素、ダイエット食品など様々な種類のサプリメントがあり、
栄養補助食品、健康補助食品とも呼ばれる。日本では、サプリメントは健康食品と俗称さ
れ、法的には食品の区分に分類される。健康食品のうち安全性や有効性等が国の設定した
基準を満たすものは保健機能食品と呼ばれ、健康増進法および食品衛生法の定義により、
特定保健用食品と栄養機能食品の２つに分けられる。 
 
4-1. 天然サプリメント 
ヒトの健康を保持・増進するために、通常の食事を充実させることは言うまでもないが、
より高い水準の QOL の実現を目指して、近年、多様なサプリメントが開発されている。特
に、副作用なく、安全が認証されている天然サプリメントが有望である。FDA（米国食品・
医薬品認可局）は、食品添加物の安全性と有効性を強化するため、GRAS（Generally 
Recognized As Safe；一般に安全と認められる物質）というカテゴリーを設定した。このよ
うに安全性を強化する規制により、天然物質から抽出された成分を精製して作出された天
然サプリメントの開発が加速している。さらに、天然サプリメントは生活習慣病の発症を
低減させることから、疾患改善を目的とした「医療用サプリメント」として医療現場でも
利用されており、疾患の有無に関わらず万人に有益であることが伺える。 
 
5. アスタキサンチン（Astaxanthin: ASX） 
5-1. ASX は 
自然界には際立った色彩を放つ生物はカロテノイドと呼ばれる特有の化学構造を持った
脂溶性の色素によって色付けられている(Mortensen, 2006)。その中で、アスタキサンチン
（3,3'-dihydroxy-ß-carotene-4,4'-dione）は Kuhn により初めてロブスターから分離され (Kuhn  
and Soerensen, 1938)、β-カロチンとほぼ同様の構造である C40H52O4 の組成式を持ち分子中に
２個の水酸基と２個のカルボニル基を持つカロテノイドの一種で、赤橙色の天然色素であ
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る（Fig. 4A)。 
ASX は、主にエビ、カニ、サケ、イクラなどの水産物に含有されており、強い抗酸化作
用を有する。動物は ASX を体内で合成する経路を持たないため、餌料として、あるいは他
の方法で取り込み、自らに適合した形に代謝、蓄積する。ASX の抗酸化作用は、藻・酵母・
細菌などの微生物が太陽光から身を守るためと考えられており、それを食べる魚類・甲殻
類など食物連鎖で上位にある生物も光やストレスからの自衛のために ASX を利用している
(Torrissen et al., 1989)。サケ、カニなどの魚類や甲殻類は人類が古くから食用としているも
のであることに加え、ヒトやラットにおける安全性テストの結果から ASX 摂取の安全性は
保証されている (Spiller and Dewell, 2003)。ASX は発見されて以来、養殖魚の色揚げ剤や鶏
卵の色付けなど色素としての利用が主流であった。しかし、その強力な抗酸化作用で注目
されるようになり、抗ストレス作用や皮膚の色素の沈着を抑える作用など多様な生理作用
を有することが明らかになった。そのため健康の維持・増進のためのサプリメントや化粧
品として利用されるようになってきている。現在、工業的な ASX の生産方法は、ヘマトコ
ッカス藻（Heamatococcus）からの抽出による方法とファフィア酵母（Phaffia Rhodozyma）
が産生する ASX を抽出する方法の２つに分かれている。ASX の多量生産のためにはファフ
ィア酵母から産生されたものに比べ、ヘマトコッカス藻由来によるものが圧倒的に主流と
なっている (Guerin et al., 2003)。そこで、今回の実験ではヘマトコッカス藻由来の ASX（ア
スタリールパウダー20F、ASX の 2%含有、富士化学工業株式会社より供与）を用いた。 
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Figure 4 Overview of astaxanthin 
(A) Astaxanthin (ASX) is a red pigment that belongs to the family of carotenoids, and has unique 
chemical structure for powerful antioxidant capability. (B) It is well known as various biological effects 
for human health.  
 
5-2. ASX の抗酸化作用 
ASX は、非常に強い抗酸化作用を有し、活性酸素の中でフリーラジカル連鎖反応阻害で
はビタミン E の約 1000 倍、β-カロテンの 40 倍の効果が報告されている (Naguib, 2000; Nishida 
et al., 2007)。なぜ、ASX は強い抗酸化効果を持っているのか。活性酸素などフリーラジカル
が細胞膜に触れると、膜脂質から水素を引き抜き、連鎖的過酸化反応を開始し、細胞膜に
障害を与える。ASX は、両端にあるヒドロキシル基（親水基）を細胞内外膜の表面（親水
性部分）に配置し、細胞膜に直角となる形で存在できる化学構造によって、細胞膜に取り
込まれることが報告されている (Goto et al., 2001; Pashkow et al., 2008)（Fig. 5）。このような
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特徴により、ASX は細胞膜の中心部と膜内表面部の両方で抗酸化力を発揮することが可能
であり、細胞膜全体をフリーラジカルから守ることができる強力な抗酸化物質で、細胞膜
の損傷を防止し、細胞の外郭をしっかり保護するのに大いに役立つ。 
 
 
Figure 5 Location of astaxanthin into transmembrane (Pashkow et al., 2008) 
 
5-3. ASX が末梢機能に及ぼす影響 
ASX は様々な末梢機能への作用を有することが確認されている。メタボリックシンドロ
ーム患者の内臓脂肪ではアディポネクチンというホルモンの分泌が減り、糖尿病や高血圧、
高脂血症などが起こる。しかし、ASX は血糖値を下げるなどメタボリックシンドロームの
指標を改善することが明らかになってい (Yoshida et al., 2010)。さらに、脂質の酸化を抑制
する作用により動脈硬化の発症を減少させる働きがあることも報告されている (Li et al., 
2004)。また、ASX は循環器疾患の発症と関連するサイトカインを減少させる効果 (Nakao et 
al., 2010)やリポ多糖による引き起こす炎症に対する TNF-αの産生抑制することで (Ohgami 
et al., 2003)、抗炎症作用が確認されている。運動によって誘発される疲労に対して、ASX
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は筋肉の末梢性疲労を軽減することが明らかになっている (Aoi et al., 2003)。また、マウス
を用いた研究から、ASX 摂取により運動継続時間が有意に延長することが示されている
(Ikeuchi et al., 2006)。さらに、ASX により筋力や持久力などのパフォーマンスが増大するこ
とがヒトでも報告されている (Malmstena and Lignellb, 2008)。他にも、アレルギー反応抑制
作用 (Mahmoud et al., 2004)、抗ピロリ作用 (Bennedsen et al., 1999)、糖尿病で併発する白内
障・糖尿性腎症の抑制作用 (Naito et al., 2004)、胃潰瘍の予防・胸腺の萎縮抑制作用（抗ス
トレス作用） (Nishikawa et al., 2005)、皮膚の紫外線照射後の色素沈着を抑制する作用 (Böhm 
et al., 1998)など、ASX の幅広い生理作用が確認されている（Fig. 4B）。 
 
5-4. ASX が脳機能に及ぼす影響 
ASX は、血液と脳の間で物質交換を制限する血液脳関門（blood-brain barrier）を通過で
きる特異な機能によって脳の神経細胞に発生する活性酸素による様々な疾患予防の効果が
示唆されている  (Tso and Lam, 1996)。ASX による抗酸化（ anti-oxidant）、抗炎症
（ainti-inflammatory）、抗アポトーシス（anti-apoptosis）作用とともに、パーキンソン病 (Ikeda 
et al., 2008; Ye et al., 2012)または脳虚血や動脈瘤性クモ膜下出血などの脳損傷に対する神
経保護効果が報告されている (Lee et al., 2010; Zhang et al., 2014)。さらに近年では、ASX
が海馬へのもたらす効果がいくつか報告されている。例えば、神経前駆細胞を用いた研究
では、ASX の投与による細胞増殖の促進が明らかとなっている (Kim et al., 2010)。また、動
物を用いた研究では、ASX が加齢によって低下する海馬の BDNF 発現を回復させることや
(Wu et al., 2014)、脳虚血に伴う血管性認知症の予防効果が報告されている (Hussein et al., 
2005b)。また、てんかんのモデル動物の海馬における神経細胞死の抑制や (Lu et al., 2015)、
新生細胞の生存に寄与する抗アポトーシス作用が ASX によりもたらされることが明らかに
なっている (Zhang et al., 2006)。これまでに、我々はラットを用いて一週間の ASX 経口投与
が筋肉のみならず、全脳の ASX 含量も増加させることを確認しており (松井、2007)、上述
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した脳とりわけ海馬へ有益な効果をもたらすことが大いに期待される。まだヒトへの臨床試験
は少ないが、健常なヒトへの長期間の ASX のサプリメント摂取が認知機能を向上させると
報告されていることから (Katagiri et al., 2012)。ASX は動物のみならずヒトの脳機能を向上
させる天然サプリメントとして有望視されている。  
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第３章	 研究目的および課題 
 
１ .	研究目的  
本研究では、低強度運動による海馬機能の向上効果が ASX を機能性食品として付加的に
摂取することで果たして増強されるかどうか、更にその際のその分子機構を解明すること
を目的とした。その分子機構について遺伝子発現を網羅的解析できるマイクロアレイと最
先端の機能的解析手法である IPA（Ingenuity Pathway Analysis）解析を用いて推定する。 
 
２ .	研究課題  
本研究の目的を達成するために、以下の研究課題を設定した。 
 
【研究課題１】ASX 摂取が AHN と海馬機能を促進する効果とその分子機構  
研究課題１−１．ASX 摂取による AHN と空間学習記憶能の検討 
本研究課題では、海馬機能の向上に重要な役割を果たしている AHN について、４週間
の異なる濃度の ASX 摂取（0.02%、0.1%、0.5%）で高まるかを検討し、AHN に有効な濃度
の ASX 摂取が空間学習記憶能を向上させるかを、モリス水迷路を用いて検証する。  
 
研究課題１−２．分子機構解析法の妥当性の検討 
	 本研究課題では、ASX 摂取による AHN および海馬機能向上に関与する分子機構を網羅的
解析できるマイクロアレイ法について妥当性を検討する。適切な状態で RNA が抽出できる
かを確認し、マイクロアレイにおける内部標準の遺伝子が安定的に発現することを検証す
る。 
 
研究課題１−３．ASX 摂取で高まる AHN と空間認知機能の分子機構の検討 
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本研究課題では、遺伝子発現を網羅的に解析できるマイクロアレイを用いて、ASX 摂取
による海馬の遺伝子発現を網羅的に検討し、最先端の機能的解析手法である IPA 解析を用
いて分子機構を推定する。  
 
【研究課題２】ASX 摂取が海馬機能を高める運動効果を増強する効果とその分子機構  
研究課題２−１．換気性作業閾値を基準とする低強度運動モデルの確立 
本研究課題では、マウスおける走運動モデルを確立するために、VT を測定し、その VT
を基準とする低強度の運動強度を設定する。  
 
研究課題２−２．低強度運動と ASX 摂取が AHN と空間認知機能に及ぼす影響 
本研究課題では、低強度運動による海馬機能向上が ASX 摂取によってより高まるかどう
かを明らかにすることを目的とする。そのため、研究課題 1 で明らかにした海馬機能向上
に有効である 0.5%の ASX 摂取と VT を基準に設定した低強度運動を用いて、これらの併用
が AHN および空間学習記憶能に及ぼす影響を検討する。 
 
研究課題２−３．低強度運動と ASX 摂取の併用による海馬機能向上の分子機構の検討 
本研究課題では、低強度走運動と ASX 摂取を併用した相乗効果に関与する分子機構を検
討するために、マイクロアレイを用いて海馬遺伝子の網羅的解析を行う。さらに、最先端
の機能的解析手法である IPA 解析を用いて分子機構を推定する。 
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第４章	 ASX 摂取による AHN と空間学習記憶能の検討（研究課題 1−１） 
 
1. 目的 
ASX摂取が低強度運動による海馬機能を高める効果を増強するかどうかを明らかにする
ためには、まず神経新生を促進する ASX 摂取の単独効果の検証が必須である。先行研究に
より、非常に強い抗酸化作用である ASX は血液脳関門を通過でき、脳へ作用することが報
告されている (Tso and Lam, 1996)。これまで、ASX が脳に及ぼす効果は、酸化ストレスと
関連する脳損傷やパーキンソン病に対する神経保護効果が主に示唆されている(Lu et al., 
2010; Lee et al., 2011)。最近では、いくつかの研究により海馬へもたらす効果も報告されて
おり、in vivo の研究では、ASX が加齢による海馬の BDNF 発現の低下を抑制すること(Wu 
et al., 2014)や、脳虚血による血管性認知症に対して記憶能の低下を予防することが報告され
いる(Hussein et al., 2005b)。また、in vitro の研究では、ASX の投与が細胞増殖を促進するこ
とが報告されている (Kim et al., 2010)。これらのことから、ASX 摂取は、AHN を促進し、
海馬機能を向上させることが十分に考えられる。そこで、研究課題１−１では、4 週間の 異
なる濃度の ASX 摂取（0.02%、0.1%、0.5%）が海馬機能の向上に重要な役割を果たしてい
る AHN の変化を検討し、その後、AHN に有効な ASX 摂取が空間学習記憶能を向上させる
かを検証した。なお、海馬機能の評価は、実験動物における空間学習記憶能を評価できる
典型的な実験手法の一つでありモリス水迷路を用いることとした。 
  
2. 方法 
2-1. 被験動物および飼育条件 
本実験は、筑波大学動物実験指針に基づき、動物実験委員会の承認を得て行われた。実
験動物には 11 週齢の C57BL/6J 系雄 マウス（26 ~ 28 g、SLC、Japan）を用いた。飼育環境
は室内温度 22±2℃、室内湿度 60±10％に常時維持した。飼料には、実験動物用粉末飼料
（MF、オリエンタル酵母工業、Japan）（予備飼育期間）の時に動物用粉末飼料と ASX また
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はプラセボパウダーの混合を（本実験期間）、飲料水には蒸留水を用い、ともに 24 時間自
由摂取とした。照明は、午前７時と午後７時を境とする明暗サイクルとした。体重および
摂取量の管理のために、３日に１回測定した。 
 
2-2. 群分け 
本実験に用いて全てのマウスは予備飼育終了点で体重が均等なるように分けた。PL 群
（0% ASX；Placebo）、0.02% ASX 群、0.1% ASX 群、0.5% ASX 群の４群を設けて（n=6）、
AHN を評価した。（Fig. 6）。その後、PL 群（0% ASX；Placebo）と AHN に有効な濃度の
ASX 群（0.5%）に二分して（n=8）、海馬機能を評価した。マウスは１ケージに１匹ずつ飼
育した。 
 
2-3. ASX 混餌またはプラセボの摂取 
マウスを粉末飼料に慣れさせるため、１週間の予備飼育期間から粉末飼料（MF、オリエ
ンタル酵母工業、Japan）を摂取させた。その後４週間、ASX またはプラセボの混合飼料を
摂取させた。アスタリールパウダー20F（AstaREAL-20F、 2% content of ASX、Fuji Chemical 
Industry、Japan）、および実験用プラセボパウダー（AstaREAL-20F の機能性素材部分の食用
油脂：中鎖脂肪酸トリグリセリドで置き換えたもの）を用いて ASX 濃度が 0.02%、0.1%、
0.5%になるように粉末飼料に混合し、マウスに自由に摂取させた。その食事成分は Table S1
に示した。なお、本研究課題に用いた異なる ASX 濃度は、ASX 摂取による糖尿病の改善
（0.02%）や抗ガン（0.4%）などの効果が認められている濃度を参考にした (Chew et al., 1999 
Naito et al., 2004)。 
 
2-4. 新生細胞マーカーBrdU の投与 
BrdU（bromodeoxyuridine）はチミジンのアナログ分子として細胞周期の S 期に細胞核へ
取り込まれ、細胞の分裂や増殖、その後の生存を評価するのに用いられる。そこで、すべ
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てのマウスに対して ASX 摂取開始前の８時と 20 時（計２回）に BrdU（5-Bromo-2’
-deoxiyuridine；Nacalai Tesque、Japan）50 mg/kg BW を腹腔内投与した（Fig. 6A）。 
 
 
Figure 6 Experimental design (Experiment 1-1)  
Experiment A was performed to define dose response (0%, 0.02%, 0.1% and 0.5% ASX) to ASX 
supplementation and examine adult hippocampal neurogenesis (AHN) in mice (A). Experiment B 
evaluated hippocampal-dependent spatial learning and memory using the Morris water maze 
(MWM). The mice were randomly assigned Placebo and 0.5% ASX supplementation for 4 weeks, and, 
during the final week of the diet, were trained with the MWM for 4 days and then given a probe test 24 
hours after the last training session (B). 
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2-5. 生体灌流固定法 
免疫組織化学染色法を用いて脳切片上の BrdU 陽性 DNA や組織細胞内のタンパク質を標
識し可視化するためには、標識する DNA やタンパク質の構造を保持し、抗原性を維持する
ための固定処理が必要である。固定法には、組織を直接固定液に漬ける浸漬固定法と生体
灌流法の２種類が存在する。一般に脳のような巨大組織では固定液が浸潤しにく、浸漬固
定では固定が甘くなるため、灌流固定が用いられる。したがって、本研究では生体灌流固
定法を用いた。灌流固定法の手順を以下に示す。マウスにペントバルビタール麻酔（ソム
ノペンチル注射液、共立製薬株式会社、東京）を施して（100 mg/kg BW）深麻酔下におき、
胸部を切開し、心臓を露出させた。左心房より注射針（25 ml）を刺し、0.9％濃度の生理食
塩水を灌流し、十分に血液成分を取り除いた。その後、脳を取り出して半分にわけた。取
り出した左脳は固定液（４% paraformaldehyde）に 24 時間浸漬し、後固定をおこなった。凍
結切片作成の際、組織中に水分が残留している場合には氷晶が生じ、切片を傷つける恐れ
がある。そこで、後固定後、脳を 10%、20%、30% のスクロース溶液にそれぞれ 24 時間以
上浸漬した。スクロース溶液内で脳が底に沈んだ後、ドライアイで脳を凍結させ、-80℃で
保存した。 
 
2-6. 脳組織切片の作成 
脳組織切片の作成には凍結組織切片作成装置（cryostat、HM505E、MICROM、Germany）
を用い、-80℃で保存された脳組織から厚さ 50 µm の前額断切片を作成した。海馬歯状回の
吻側から尾側にかけての 400 µm 間隔の連続切片を作成し、スライドされた切片は PB で洗
浄し、海馬歯状回を吻側から尾側にかけてすべて採取する形で 96 マルチウェルプレートへ
順に採取した。 
 
2-7. 海馬歯状回体積の算出 
海馬歯状回の体積は Nissl 染色により、歯状回の吻側から尾側にかけて連続 10 枚毎に１
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枚、合計７~８枚の切片を用いて評価した。算出法は Figure 7 に示した。画像取り込みには、
光学顕微鏡（BZ-8000、KEYENCE、Japan）を用いた。取得した画像は、画像解析ソフト Image 
J ソフトウェア（ver. 1.49、NIH、USA）を用いて歯状回（SGZ+GCL）の面積（mm2）を測
定し、Cavalieri’s estimation method から歯状回体積を算出した。Nissl 染色の手順を以下に示
した。 
1) 神経細胞核の染色：Toruidinblue トルインジンブルー溶液に 15 分間反応させる。 
2) 純粋で 10～15 秒間すすぐ。 
3) 70％エタノール水溶液に２分間反応させる。 
4) 96％エタノール水溶液に２分間反応させる。 
5) 100％エタノール水溶液に２分間反応させる。（２回） 
6) 脱水：100％キシレン溶液に２分間反応させる。（２回） 
7) 脱水：100％キシレン溶液に２分間反応させる。 
8) 封入 
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Figure 7 Stereology: Cavalieri’s estimation method 
The volume of the granule cell layer of every animal was measured by means of the Cavalieri’s method 
using Nissl sections.  
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2-8. 新生細胞およびその成熟段階の評価 
免疫組織化学染色法とは抗原抗体反応を利用して組織上で目的とする DNA やタンパク
質を標識し、可視化する方法である。可視化には、抗原に結合する抗体にマーカーとなる
酵素や蛍光物質などを標識し、そのマーカーと反応させることで抗体付着部を発色させて
おこなわれる。本実験では、増殖細胞、生存細胞および新生成熟神経細胞の評価には蛍光
抗体法を用いた。 
 
[BrdU/NeuN] 
本実験では、生存細胞の BrdU で評価した。BrdU の同定には、一次抗体としてラット抗
BrdU 抗体（Rat anti-BrdU、AbD Serotec）を、二次抗体に CyTM3 ロバ抗ラット IgG 抗体（Cy3 
Donkey Anti-Rat IgG、JACKSON）を用いて赤色に蛍光標識し、可視化した。また、成熟神
経細胞の同定には、一次抗体にマウス抗 NeuN 抗体（Mouse Anti-Neuronal Neuclei monoclonal 
antibody、Chemicon）を用い、可視化には蛍光標識した二次抗体 Alexa 488 ロバ抗マウス IgG
抗体（Alexa 488 Donkey Anti-Mouse IgG、Invotrogen）を使用し、緑色に染色した。これによ
り、生存細胞（BrdU+）を赤色、新生成熟細胞（BrdU+/NeuN+）を赤色+緑色で同定した。蛍
光抗体法の手順を以下に示した。 
 
A) 一次抗体反応	
1) PB（0.1 M phosphate buffer）で洗浄する。５分間×２回 
2) PB-T（１％ Triton-X and １％ BSA in 0.1 M phosphate buffer）で洗浄する。５分間×３回 
3) DNA 二重鎖の切断：２M HCI に 37 °C で 30 分間反応させる. 
4) PB-T で洗浄する。10 分間×３回 
5) 非特異的結合の除去（ブロッキング）：２％ NDS/PB-T（２％ normal donkey serum in PB-T）
に室温で 30 分間反応させる。 
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6) 一次抗体を２％ NDS/PB-T で希釈し（希釈倍率；抗 BrdU 抗体: 500 倍、抗 NeuN 抗体: 500
倍）、２時間の室温でのインキュベート後、４°C で 48 時間反応させる。 
 
B) 視覚化（蛍光法）	
1) PB-T で洗浄する。10 分間×３回 
2) 蛍光標識された二次抗体を２％ NDS/PB-T で希釈し（希釈倍率；Cy3：500 倍、Alexa 488：
500 倍）、４℃で 24 時間反応させる。なお、反応中は遮光した。 
3) PB-T で洗浄する。10 分間×２回 
4) PB で洗浄する。５分間×２回 
5) スライドグラスに貼り付け、封入する。 
 
[Ki67/NeuN] 
本実験では、細胞増殖 Ki67 で評価した。Ki67 の同定には、一次抗体としてウサギ抗 Ki67
抗体（Rabbit anti-Ki67、Abcam）を、二次抗体に CF 555 抗ウサギ IgG 抗体（Donkey CF 555 
anti-rabbit IgG、Biotium）を用いて赤色に蛍光標識し、可視化した。また、成熟神経細胞の
同定には一次抗体にマウス抗 NeuN 抗体（Mouse Anti-Neuronal Neuclei monoclonal antibody、
Chemicon）を用い、可視化には蛍光標識した二次抗体 Alex 488 ロバ抗マウス IgG 抗体（Alexa 
488 Donkey Anti-Mouse IgG、Invotrogen）を使用し、緑色に染色した。これにより、増殖細
胞（Ki67+）を赤色で同定した。蛍光抗体法の手順を以下に示した。 
A) 一次抗体反応	
1) PB（0.1 M phosphate buffer）で洗浄する。５分間×２回 
2) PB-T（１％ Triton-X and １％ BSA in 0.1 M phosphate buffer）で洗浄する。５分間×３回 
3) PB-T で洗浄する。10 分間×３回 
4) 非特異的結合の除去（ブロッキング）：２％ NDS/PB-T（２％ normal donkey serum in PB-T）
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に室温で 30 分間反応させる。 
5) 一次抗体を２％ NDS/PB-T で希釈し（希釈倍率；抗 BrdU 抗体: 500 倍、抗 NeuN 抗体: 500
倍）、２時間の室温でのインキュベート後、４℃で 48 時間反応させる。 
 
B) 視覚化（蛍光法）	
1) PB-T で洗浄する。10 分間×３回 
2) 蛍光標識された二次抗体を２％ NDS/PB-T で希釈し（希釈倍率；Cy3：500 倍、CF 555：
500 倍）、４°C で 24 時間反応させる。なお、反応中は遮光した。 
3) PB-T で洗浄する。10 分間×２回 
4) PB で洗浄する。５分間×２回 
5) スライドグラスに貼り付け、封入する。 
 
2-9. 細胞数の推定方法 
本研究では、新生細胞のマーカーである BrdU 標識 DNA および標的神経ペプチドを染色
することで新生細胞および新生成熟細胞を評価した。細胞数の計測には、Stereology 法（３
次元解析法）(Llorens-Martín et al., 2006) を応用して用いた。細胞数の測定は、光学顕微鏡
（DMRB、Laica、Germany）を用いて、400 倍で行い、焦点深度を 50 µm 変化させながらお
こなった。歯状回の吻側から尾側にかけての 400 µm 間隔の連続切片（マウス１個体あたり
で７～８枚）を DG 内の増殖細胞（Ki67+）、生存細胞（BrdU+）、新生成熟細胞（BrdU+/NeuN+）
を測定した。海馬 DG における各新生細胞の総数は、各切片から算出した平均陽性細胞密度
（体積に占める細胞数）と海馬 DG 総体積の積から推定した。測定法および細胞数の推定法
を Figure 7 に示した。  
 
2-10. 空間学習学習記憶の評価：モリス水迷路（MWM） 
本研究では、行動神経科学の分野で広く使用されている MWM 試験を用いて (Morris, 
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1984; D'Hooge and De Deyn, 2001)、空間学習・記憶能を評価した。MWM 試験は、実験動物
（ラットやマウスといった齧歯類）の空間学習と記憶能を評価する典型的な実験手法の一
つである。このテストは、主に空間学習能力を評価する場所学習逃避訓練と空間記憶能を
評価するプローブテストの２つで構成される。場所学習逃避訓練では、水温が一定に保た
れたプールでマウスを遊泳させ、プールの四方に配置された幾何学模様の手がかり（目印）
を頼りに、マウスが決められた位置に設置された水面下の見えないプラットフォームに逃
避するまでの時間や距離、遊泳速度を測定する。一方、プローブテストでは、プラットフ
ォームが取り除かれた状態で再びマウスをプールで泳がせ、四分円の内、あらかじめプラ
ットフォームが設置されていた領域に滞在している時間と距離、その時の遊泳速度を測定
する。これらの MWM 試験は、４週間の摂取終了の５日前から行った（Fig. 6B）。 
 
[モリス水迷路の装置] 
直径 150 cm、高さ 45 cmの黒色塩化ビニール製モリス型水迷路プール（Bio Research Center、
Japan）を使用し、円形の透明アクリル製プラットフォーム（直径 15 cm）を用いた（Fig. 10A）。
実験中、マウスの行動分析は、ビデオカメラ（HCC-600、FLOVEL、Japan）とパーソナル
コンピューター（ME4/455E、FUJITSU、Japan）、水迷路専用分析（5C67-AC5、PANLAB、
Spain）を用いた。 遊泳中のマウスに水面下のプラットフォームが見えないように、白色の
ポスターカラーを溶解した水をプラットフォームより１cm 上の高さまで入れた。実験時の
水温は 21±1℃に保った。 
 
[場所学習逃避訓練] 
１日に４回の逃避訓練を４日間連続で行った。訓練期間中、プラットフォームは一定の
位置に固定した。それぞれの試行では、マウスは４箇所のスタート地点からセミランダム
な順序で、水迷路の外壁に顔を向けて投入した (Vorhees and Williams, 2006)（Fig. 8B）。１
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回の試行はマウスの全身が完全にプラットフォームに乗るまで行い、それまでにかかった
時間（escape latency）と遊泳軌跡を記録した。逃避に成功したマウスは、プラットフォーム
上で 10 秒間待機させ、タオルで濡れた身体をしっかりと拭いた後に、飼育ケージに戻した。
１回の試行時間は最大で 60 秒間とし、この時間以内にプラットフォームにたどり着かなか
ったマウスは、実験者の補助でプラットフォームまで誘導し、10 秒間待機させた。２回目
の試行は 10 分間の安静の後に行った。遊泳軌跡から、逃避にかかった距離と平均遊泳速度
を求めた。 
 
[プローブテスト]  
最後の場所学習逃避訓練の 24 時間後にプラットフォームをプールから取り出し、プロー
ブテストを１回行った。マウスを投入し（S5、Fig. 8B）、60 秒間遊泳させ、遊泳追跡を上記
と同様のシステムで記録した。４日間の場所学習逃避訓練時にプラットフォームがあった
四分円を遊泳した累積時間（秒）を記録した。 
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Figure 8 A schema of Morris water maze  
(A) The circular swimming pool (150 cm diameter, 45cm height) was filled with water to a depth of 22.5 
cm, and divided into four equal quadrants. A hidden escape platform (15 cm diameter, 21 cm height) was 
fixed in a permanent position 1 cm below the surface of the water. To provide sufficient spatial 
information for the animals to learn the location of the escape platform, distal and procimal cues of 
different patterns were affixed to each of walls on the testing room and pool. (B) All mice were trained 
accruing to a set of semi-randomly selected start positions for acquisition training (Vorhees and Williams, 
2006). 
 
2-11. 統計処理 
データはすべて各サンプルの平均値±標準誤差で示した。AHN とプローブテストは一元
配置分散分析（One-way ANOVA）の後、post-hoc として Bonferroni’s tests 法を用いた。空間
学習逃避訓練は２元配置反復測定分散分析（Two-way repeated ANOVA）と、post-hoc テス
トとして Bonferroni’s multiple comparison tests 法を用いた。なお、有意水準はすべて５%未満
とした。 
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3. 結果 
3-1. 摂取量と体重変化 
 ４週間の実験期間における摂取量と体重変化は、いずれの群間でも有意差は認めら
れなかった（Table 1）。 
 
Table 1 Change of body weight and food intake 
 
 
3-2. 新生細胞数の変化 
細胞増殖マーカーである Ki67 陽性細胞数は、PL 群と比較して 0.01% ASX 群（P < 0.05）
および 0.5% ASX 群（P < 0.01）で有意に増加した（F(3,19) = 7.92、P < 0.01；Fig. 9A）。新
生細胞の生存を示す BrdU 陽性細胞数は PL 群と比較し、0.1%と 0.5% ASX 群で有意に
増加した（F(3,19) = 10.65、P < 0.01；Fig. 9B）。さらに、0.02% ASX 群と比較して 0.5% ASX
群で有意な増加が見られた（P < 0.01）。新生細胞の生存成熟を示す BrdU/NeuN 陽性細
胞数は、PL 群と比較して 0.5% ASX 群のみで有意に増加した（F(3,19) = 4.75、P < 0.05；
Fig. 9C）。 
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Figure 9 Effects of ASX supplement on hippocampal neurogenesis 
ASX enhanced AHN in adult mice. (A, B) Ki67-positive cells and BrdU-positive cells with 0.1% and 
0.5% ASX increased compared with Placebo (PL). (C) BrdU/NeuN double positive cells increased only 
with 0.5% ASX compared with PL. (D) Representative images of double-fluorescence staining for Ki67, 
and BrdU (red) and NeuN (green) in the DG. Scale bar: 50 µm. Data were analyzed using one-way 
ANOVA followed by Bonferroni’s comparison post-hoc test. All data are presented as means ± SEM (n = 
5-6/group). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared to PL); ##P < 0.01 compared to 0.02% ASX.  
 
3-3. MWM の成績：空間学習逃避訓練 
場所学習逃避訓練時の逃避時間と遊泳速度を Figure 10 に示した。全ての群において学習
を重ねるごとに逃避時間と距離の有意な短縮が認められた（F(3,57) = 26.11、P < 0.001；Fig. 
10A）。モリス水迷路の逃避潜時では、0.5% ASX 群は PL 群に対して４日目で有意に短縮が
認められた（F(1,19) = 5.16、P < 0.05；Fig 10A）。しかし、遊泳速度について群間での有意差
は認められなっかた（F(1,19) = 0.68、P = 0.42；Fig. 10B） 
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3-4. MWM の成績：プローブテスト 
各群において、プローブテスト時の四分円での遊泳時間を Figure 10C に示した。PL 群の
遊泳時間にはいずれの四分円において統計的な有意差は認められなっかた。一方、0.5% ASX
群の遊泳時間は、プラットフォームがなかった四分円と比較して、プラットフォームがあ
った四分円で有意な上昇が確認された（F(3,39) = 4.07、P < 0.05；Fig. 10C） 
 
 
Figure 10 ASX enhanced spatial learingn and memory during the MWM 
0.5% ASX enhanced hippocampal cognition of adult mice during the MWM. (A) Escape latencies in both 
groups were significantly reduced over the acquisition phase. 0.5% ASX led to significantly faster escape 
latency on day 4 compared to Placebo (PL; 0% ASX)(repeated measures two-way ANOVA, Bonferroni’s 
multiple comparison tests, **P < 0.01 compared to PL, aP < 0.01, bP < 0.0001 compared to day 1). (B) 
There was no significant difference between groups in swim speed during acquisition. (C) 0.5%-ASX-diet 
mice spent significantly more time in the target quadrant (NE) than any other quadrants (one-way 
ANOVA, Bonferroni’s comparison post-hoc test; **P < 0.01 vs NW). All data are presented as the means 
± SEM (n = 10-11/group). (D) Representative samples of trials traveled during the probe test. 
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4. 考察 
本研究課題では、海馬認知機能の向上に支える重要な現象の一つである AHN について、
異なる３つの ASX 濃度（0.02%、0.1%、0.5%）における AHN を促進するかどうかを検討
し、AHN に有効な濃度の ASX 摂取が海馬の司る空間学習記憶能を向上させるかどうかを検
証した。 
AHN の評価は、４週間の ASX 摂取の前日に新生細胞のマーカーである BrdU を投与する
ことで、新生した細胞（BrdU+、生存細胞）全てをカウントした。さらに、そのなかで機能
的な細胞まで成熟した細胞（BrdU+/NeuN+、新生成熟神経細胞）がどの程度存在するかを評
価した。なお、細胞の分裂に発現しているタンパク質である Ki67 を用いて、増殖細胞の数
の変化から評価した。その結果、0.1%と 0.5%の ASX 摂取により増殖細胞（Ki67+）数と生
存細胞（BrdU+）数は有意に増加した（Fig 9A, B）。一方、新生成熟神経細胞（BrdU+/NeuN+）
数は 0.5%の ASX 群のみで有意な増加が認められた（Fig. 9C）。また、本研究に設定した３
つの濃度において、ASX の濃度が高いほど AHN が高まる傾向が見られ、そのなかで 0.5%
の ASX 摂取が AHN 促進に有効な濃度あることが示唆される。先行研究では、0.02%の ASX
摂取によるマウスにおける持久力の向上や抗糖尿病が報告されている。しかし、本研究で
用いた 0.02%の ASX 摂取では AHN の促進が認められなかった（Fig. 9）。実際に、我々は一
週間の ASX の経口投与による骨格筋と全脳への ASX 蓄積量を検討した結果、ヒラメ筋（158 
ng/g）と比較して、全脳の ASX の蓄積量（5.7 ng/g）が極めて少なかった (松井、2007)。こ
れらのことから中枢機能に有益な ASX 効果は、末梢機能に有効な濃度より高い濃度が要求
されるかもしれない。今後の研究として、異なる濃度の ASX 摂取と海馬への蓄積量さらに
海馬への蓄積量と AHN 促進との関係を検討する必要がある。 
先行研究から、成熟神経細胞が海馬の認知機能（空間学習記憶能）の向上に関わること
が報告されている (Zhao et al., 2008; Deng and Gage, 2010)。それを踏まえると、0.5%の ASX
摂取が海馬認知機能を向上させることが想定される。したがって、AHN の促進に有効であ
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る 0.5%の ASX 摂取が海馬を司る空間学習記憶能を高めるかどうかを、MWM を用いて評価
した。この MWM は、場所学習逃避訓練により記憶の獲得（学習）、プローブテストにより
記憶の保持・想起能力を評価した。その結果、記憶の獲得（学習）において 0.5%の ASX 群
は CON 群に対して有意な向上が認められた（Fig. 10A）。また、0.5%の ASX 群では記憶の
保持・想起能力の有意な向上が認められた（Fig. 10C）。以上のことから、４週間の ASX 摂
取は海馬機能を高めることが明らかとなった。本研究と同様に MWM を用いて ASX の効果
を検討した研究では、脳血管性認知症モデル動物の記憶能低下を改善する効果が報告され
た (Lu et al., 2010)。また、この先行研究から、ASX は海馬機能に対して神経保護効果を持
つことが示唆されている。本研究により、ASX が疾患モデル動物のみならず健康な動物で
も AHN を促進し、海馬機能も高めることが明確になった。 
 
5. 要約 
本研究課題では、異なる濃度の ASX 摂取（0.02%、0.1%、0.5%）が AHN に及ぼす影響
を評価した上で、海馬空間学習記憶能を向上させるかを検証したところ、以下の結果が得
られた。 
 
１）増殖細胞数（Ki67+）と生存細胞数（BrdU+）は 0.1%と 0.5%の ASX 摂取で有意な増加
が認められた。  
２）新生成熟細胞数（BrdU+/NeuN+）は 0.5%の ASX 摂取でのみ有意な増加が認められた。 
３）プラセボ群と比較して、0.5% ASX 群で記憶の獲得を評価する空間学習逃避訓練の有意
な向上が認められた。  
４）記憶の保持・想起能力を評価するプロープテストでは、0.5% ASX 群で有意な成績向上
が認められました。  
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以上の結果から、AHN を促進する最低有効濃度である 0.5% ASX 摂取が海馬の空間学習
記憶能を向上させることを初めて明らかにした。  
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第５章	 分子機構解析法の妥当性を検討（研究課題１−２） 
 
1. 目的 
研究課題１−１において、４週間の ASX 摂取（0.5%）による AHN および、空間学習記
憶能を向上する新たな ASX 効果が明らかとなった。その分子機構を検討するためには、単
一の因子のみではなく、遺伝子発現の網羅的解析が可能なマイクロアレイが有用な手段で
ある。このようなマイクロアレイ法で信頼性の高い結果を得るためには、組織から純度の
高い RNA を抽出することが必須条件である (Opitz et al., 2010)。もし、海馬の均質化（ホモ
ジナイズ）の時点で RNA に分解が起これば、当然正しい結果を得ることはできない。また、
抽出の時点で RNA に混入した塩やタンパク質といった不純物は適切な薬品反応を阻害する
原因となる。このように、マイクロアレイの成功は、海馬組織サンプルが適切な方法で均
質化され、そこから状態の良い RNA が抽出されたか否かに依存している (Ojaniemi et al., 
2003)。 
従来のウェスタンブロッティングや PCR といった手法を用いた研究では、正確な解析結
果を得るため、細胞の生存・維持に関わり、どの細胞でも常に一定量発現しているハウス
キーピング遺伝子の発現（β-actin や Gapdh）を検討することが重要である。マイクロアレイ
による発現プロファイルの場合にも、ハウスキーピング遺伝子（β-actin）が一定量発現して
いることを確認することで実験の妥当性を検討している (Hori et al., 2015)。そこで研究課題
１−２では、まずマイクロアレイ法の妥当性を確認するために、抽出した RNA について、
その性状に問題がないかを確認し、RT-PCR およびマイクロアレイでハウスキーピング遺伝
子の発現を検討した。 
	
2. 方法 
2-1. 海馬組織の採取 
海馬は、研究課題１−１で AHN を検討した実験動物から採取した（Placebo 群と 0.5%の
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ASX 群；各群 n=4）。ペントバルビタール麻酔下のマウスに、0.9％濃度の生理食塩水を灌流
した後、脳を取り出して左右の半脳に分けた。取り出した右脳から、海馬を摘出した (Hirano 
et al., 2008)。海馬は液体窒素で一時凍結させ、-80℃の冷凍庫で保存した。 
 
2-2. 均質化（ホモジナイズ） 
凍結海馬の均質化には、乳鉢と乳棒を用いた。乳鉢と乳棒はあらかじめ液体窒素で十分
に冷やし、このなかにサンプルを加え、すばやく粉砕した。粉砕は海馬組織が十分に粉末
化するまで行った（Fig. 11）。 
 
 
Figure 11 Information of samples and homogenize 
0.5% ASX supplementation was performed for four-weeks, and the mouse hippocampi was rapidly 
dissected and individually ground to a very fine powder in liquid nitrogen using pre-chilled mortar and 
pestle. 
 
2-3. 海馬 RNA の抽出 
20 mg 程度の海馬サンプルを取り出し、QIAGEN RNeasy Mini Kit（QIAGEN、Maryland、
USA）を用いて RNA を抽出した。RNA 抽出の手順は Figure 12 に示した。 
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2-4. RNA の濃度測定と性状確認 
抽出した RNA の濃度は、分光測定器（NanoPhotometer、IMPLEN、München、Germany）
で測定した。また RNA のクオリティーチェックを行うために、コンタミネーションおよび
分解の有無を確認した。分光測定器による光学密度（OD, optical densitiy）比の測定からタ
ンパク質（A260/280）や塩など（A260/230）のコンタミネーションがないことを確認した。
RNA の分解は、ホルムアルデヒド‐アガロースゲル電気泳動を用いた 28S および 18S のリ
ボソーム RNA バンドの確認をおこなった。 
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Figure 12 Total RNA isolation from mouse hippocampus 
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2-5. 海馬遺伝子発現の網羅的解析：マイクロアレイ 
本実験では、RNA 解析に Mouse 44K whole genome oligo DNA microarray chip（G4122F、
Agilent Technologies、Palo Alto、CA、USA) を使用した（Fig. 13）。以下に、その手順を示
す。 
1) RNA の混和：各個体の海馬サンプル から抽出した RNA（n=4、800 ng/１個体）を群
ごとに混和した。 
2) RNA の標識：各サンプルから抽出した RNA（800 ng）を Agilent Low RNA Input Fluorscent 
Linear Amplification Kit（Agilent Technologies）を用いて Cy3 と Cy5 の色素で標識する。 
3) ハイブリダイゼーション：蛍光標識した対照群（CON 群）と実験群（0.5% ASX 群）の
サンプルを同一の Microarray チップ上にアッセイし、スライドグラス上の 60 塩基対の
プローブとハイブリダイズさせる。なお、ハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件
は製造者の条件に準じた。 
4) Dye-swap：本研究では、２色の Cy 色素を用いて、対照群をコントロールに、発色強度
の違いから実験群での遺伝子発現の変化を検討した(Hirano et al., 2008)。この方法では
ハイブリット形成の段階で、２色の Cy 色素が cDNA 内へ不均等に取り込まれる場合が
あり、染色のむらにより結果に偏りがでる可能性が高い。そこで、我々は Dye-swap と
いう方法で染色むらによる実験誤差を厳密に制限した。Dye-swap の詳細は Figure 13 に
示した。 
5) スキャン：ハイブリダイズした Microarray チップを Agilent Microarray scanner G2505C
でスキャンした。 
6) スキャンデータの加工：対照群をコントロールとし、実験群での遺伝子発現の変化を
明らかにするために、Agilent Feature Extraction software を用いて、スライドイメージを
加工した。なお、この時のプログラムでは全プローブの Cy3 および Cy5 の発色強度が
測定された。 
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7) データの標準化：データの標準化には LOWESS（locally weighted linear regression）を用
い、Cy3 と Cy5 シグナルから標準化された対数値および対数値のエラー率を算出した。
なお、この時の有意水準は１％とした。 
8) データの取得：6)まで出てきた遺伝子のリストを GeneSpring version GX 10（Agilent）
を用いて作成した。なお、遺伝子リストは、対照群をコントロールとして、両強度で
遺伝子発現が 1.5 倍以上増強された遺伝子および 0.75 倍以下に抑制された遺伝子のみ
を抽出し、作成した。この段階で、遺伝子発現の増減およびその強さが表に示される。 
 
 
Figure 13 DNA Microarray (Experiment 1-2, 1-3)  
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2-6. RT-PCR 
内部標準（β-actin と Gapdh）の RT-PCR について、以下に手順を示した．なお、β-actin
と Gapdh のプライマー塩基配列は Table S2 に示した。 
1) DNase 処理：抽出した Total RNA に RNase-free DNase（Stratagene、La Jalla、CA、USA）
を加え、RNA 中に存在する DNA を処理する。 
2) cDNA の合成：各サンプルから 800 ng の RNA を取り出し、AffinityScript QPCR cDNA 
Synthesis Kit（Agilent Technologies）で作成した反応液と混ぜ合わせ、総量 20 µl の混合
液を作成した。なお、反応液の配合は製造者のプロトコルに従った。 
3) PCR による cDNA の増幅：Thermal-cycling（C1000TM Thermal Cycler、 Bio-Rad Laboratories、
USA）を用い、以下の PCR 反応条件で cDNA を増幅した。 
－PCR の反応条件－ 
・25℃で５分間 à 42℃で５分間 à 55℃で 40 分間 à 95℃で５分間 
4) 増幅した cDNA に滅菌水 30 µl を加えて、総量 50 µl とする。 
5) RT-PCR 反応用混合液の作成：EmeraldAmp PCR Master Mix（TaKaRa Shuzo、Japan） 
を用いて、RT-PCR 反応用の混合液 12 µl を作成した。混合液 12 µl 中の組成は、0.6 µl
一本鎖 cDNA、6.0 µl EmeraldAmp PCR Master Mix（2x premix）、7 pmols プライマーとな
るように調節した。 
6) RT-PCR 反応：Thermal-cycling で 5)の混合液の RT-PCR を行った。 なお、各遺伝子の反
応条件は Table S2 に示した。  
7) 増幅後、付加的な伸長反応のため 72℃で 10 分間加熱した。 
8) PCR の反応が終わった液から 3 µl を取り出し、1.6％アガロースゲル（Nacalai Tesque、
Japan）に添加した。 
9) 電気泳動：電気泳動には Mupid-ex 電気泳動システム（ADVANCE、Japan）を用い、バ
ッファーには TAE バッファーを使用した。なお、泳動は 100 V で 30 分間行った。 
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10) ゲルの染色：染色液（100 mL の TAE バッファー中に１mg のエチレンブロマイド）中
で７分間染色した。 
11) 可視化：可視化には UV-トランスイルミネイター（Image Quant LAS 4000 mini、GE 
Healthcare、Japna）を用いた。 
 
2-7. 統計処理 
データはすべて平均値±標準誤差で示した。RT-PCR の統計処理には unpaired t-test 法を用
いた。なお、有意水準はすべて５%未満とした。 
 
3. 結果 
3-1. RNA の分解およびコンタミネーションの有無 
各個体の OD 比（A260:280、A260:230）と全 RNA の電気泳動の結果を Figure 14 に示し
た。すべての個体について、A260:280 および A260:230 の OD 比は基準値の 1.8 以上であっ
た。なお、すべての個体について、18S と 28S のリボソーム RNA バンドが確認された。 
 
 
Figure 14 Assessment of total RNA quality 
Quality assessment of total RNA was evaluated by spectrometric methods and visually formaldehyde 
agarose-gel (1.2%) electrophoresis. 
 
3-2. ハウスキーピング遺伝子の確認：RT−PCR とマイクロアレイ 
RT-PCR でハウスキーピング遺伝子としてβ-actin と Gapdh 遺伝子発現を確認した（Fig. 
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15A）。その結果、β-actin と Gapdh において、各群間に有意差は認められなかった（P > 0.05）。
なお、マイクロアレイの Dye-swap 方法によるβ-actin の変化を確認した。全てのβ-actin プロ
ーブにおいて、群間での差は認められなかった（1.5 倍以下、0.75 倍以上；Fig. 15B）。 
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Figure 15 Expression of housekeeping genes Gapdh and β-actin 
 (A) Relative abundance of Gapdh and β-actin mRNA as a positive control was confirmed by RT-PCR. 
The data from RT-PCR are presented as the means ± SEM, and there are no significant differences among 
the groups (unpaired t-test, n = 4 each group). The gel image shows the RT-PCR product bands of all 
samples. (B) As an example, the β-actin gene, the signal intensity in Cy3 and Cy5 labeling for all 10 
probes with the dye-swap DNA microarray are presented in the hippocampus at 0.5% ASX 
supplementation. 
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4. 考察 
マイクロアレイ実験において、分解が生じた RNA や、不純物が含まれている RNA では
正確なデータが得られないことが知られている (Copois et al., 2007)。そこで本研究課題では、
網羅的解析で ASX 摂取による AHN を促進する分子機構を検討する前に、マイクロアレイ
実験の妥当性を検討した。まず、各群の海馬から抽出した RNA について、分解や不純物の
混入がないか純度の確認を行った。また、マイクロアレイでハウスキーピング遺伝子の発
現を確認した。 
その結果、すべてのサンプルで 18S と 28S のリボソーム RNA バンドが現れ、RNA の純
度指標である OD 比（A260:280、A260:230）はすべてのサンプルで 1.8 の以上であることが
確認された（Fig. 14）。また、RT-PCR を用いて、両群においてハウスキーピング遺伝子（β-actin
と Gapdh）の発現に差がみられないことを確かめた（Fig. 15A）。RT-PCR 結果と同様にマイ
クロアレイのβ-actinプローブにおいても両群の差は見られなかった。さらに、Horiら（2015）
と同様に、Dye-swap によっても変化がみられないことを確かめた。（Fig. 15B）これらのこ
とから、RNA を抽出する過程で分解が起こってないことを示しており、RNA の完全性を維
持していることことから、適した状態の RNA を用いてマイクロアレイ解析を行ったことを
証明している。したがって、DNA マイクロアレイによる得られた 0.5%の ASX 摂取による
海馬の遺伝子発現は信頼性や妥当性が高いと考えられる。 	  
 
5. 要約 
本研究課題では、マイクロアレイで得られた網羅的遺伝子を解析する前に、マイクロア
レイ実験の妥当性を検討したところ、以下の結果が得られた。 
 
１）すべての個体の海馬 RNA には分解がみられなかった。 
２）すべての個体の海馬 RNA はマイクロアレイ解析に適した高い純度であった。 
３）RT-PCR とマイクロアレイのβ-actin 発現において、両群で有意な差はみられなっかた。 
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以上の結果から、本研究のマイクロアレイの妥当性が確認され、ASX 摂取による海馬の
遺伝子発現解析の高い信頼性が保証される。  
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第 6 章	 ASX 摂取で高まる AHN と海馬機能の分子機構の検討（研究課題１−3） 
 
1. 目的 
近年、ニュートリゲノミクス（Nutrigenomics）研究分野では、サプリメントや栄養効果
の背景にある分子機構の解明のために、複雑な分子メカニズムの動きを捉えようとする試
みが行われ、遺伝子発現を網羅的に解析するマイクロアレイ法などが用いられている 
(García-Cañas et al., 2010)。特に、天然サプリメントの１つであるカテキンやクルクミンの効
果は、マイクロアレイを用いて海馬機能の向上に関わる遺伝子発現について詳細に検討さ
れている (van Praag et al., 2007; Dong et al., 2012)。これらの先行研究は、マイクロアレイが
サプリメントによる高まる海馬機能の背景にある網羅的な遺伝子発現を推定できる分析方
法であることを示唆している。 
研究課題１−１、１−２において、４週間の 0.5%の ASX 摂取が AHN と空間学習記憶能を
高めることを明らかにした。では、このような ASX 摂取の効果にはどのような分子機構を
介すのだろうか。そこで本研究課題では、DNA マイクロアレイ解析を用いて、４週間の 0.5%
の ASX 摂取による海馬遺伝子の変化（up-regulation & down-regulation)を網羅的に検討した。
なお、マイクロアレイで同定された全ての遺伝子発現をベースにして、最先端の機能的解
析手法である IPA 解析（Ingenuity Pathways Analysis）を用いて、AHN と空間記憶力を高め
る新たな ASX 作用に関与する分子機構を推定することとした。 
 
2. 方法 
2-1. 海馬組織の採取 
海馬組織の採取は研究課題１−２と同様である。 
 
2-2. 海馬遺伝子発現の網羅的解析：マイクロアレイ 
マイクロアレイの手法は研究課題１−２と同様である。 
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	 	 2-3. IPA 解析 
IPA（Ingenuity Pathways Analysis、www.ingenuity.com）は、マイクロアレイ実験より得ら
れたデータをベースにして生物学的な機能の解釈やネットワーク解析を行うことができる
ソフトウェアである。0.5%の ASX で変化が見られた遺伝子発現のデータを IPA プログラム
に入力した。過去の論文を基に開発した Ingenuity Knowledge Base により大量の遺伝子発現
を生理機能別に分類された。また、各遺伝子間のネットワークが予測され、統計的（P < 0.05、
right-tailed Fisher’s exact test）に重要と思われるネットワーク順にランク付けされた。本研究
課題では、IPA 解析により構築されたネットワークの中から、過去の論文において AHN や
空間学習記憶に関係することが報告されている遺伝子に着目し、ASX 摂取が海馬適応を生
じさせる分子機構を推定することとした。 
 
2-4. RT-PCR 
マイクロアレイと IPA 解析で推定した 12 個の遺伝子をピックアップし、それらの遺伝子
発現の変化を再検討した。RT-PCR の方法は研究課題１−２に準じて実施した。なお、プラ
イマーを Table S2 に示した。 
 
2-5. 統計処理 
データはすべて平均値±標準誤差で示した。RT-PCR の統計処理には unpaired t-test 法を用
いた。なお、有意水準はすべて５%未満とした。 
 
3. 結果 
3-1. 海馬遺伝子発現の変化：マイクロアレイ 
４週間の 0.5% ASX 後の海馬遺伝子発現の変化を Figure 16 に示した。マイクロアレイの
チップ上に配置された遺伝子 41090 個のうち、遺伝子発現が 1.5 倍以上増強されたものと
0.75 倍以上に抑制されたものを選出した。その結果、0.5% ASX で発現が増強された遺伝子
は 348 個、抑制された遺伝子は 229 個であった。 
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Figure 16 Total number of regulated genes by 0.5% ASX 
The total number of genes modified by 0.5% ASX supplimentation. The numbers above each bar (white; 
up-regulaged genes, black; down-regulated genes) indicate the selection of genes from the total 
microarray datasets within a defined fold range of greater than 1.5-fold and less than 0.75-fold versus 
CON group. 
 
3-2. ネットワーク解析：IPA 
マイクロアレイで得られた遺伝子リストを IPA にアップロードしたところ、0.5%の ASX
による 317 個（増強：141 個、抑制：176 個）の遺伝子については生理的機能が判明してい
る遺伝子として分類された。これらの遺伝子は Table S4、S5 に示した。既知の遺伝子のみ
に焦点をあて、IPA 解析による 25 個のネットワークが形成された。そのなかで、0.5% ASX
による海馬神経新生の向上に関与する２個のネットワーク（Network 2 and Network 9）を
Figure 17 に示した。Network 2 は、細胞と組織の発達（Fig. 17A）に寄与し、これには、Prl
（prolactin、6.60 fold change）遺伝子や、その下流の MPAK/CREB シグナルが関与すること
が推測された。Network 9 は、細胞間のシグナルおよび interaction、細胞成長および増殖（Figure 
17B）に寄与し、これには、Itga4（integrin α 4、2.24 fold change）と Il4（interlukein 4、1.66 
fold change）遺伝子、くわえてそれらの下流の Fak（ focal adhesion kinase）、 Pi3k
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（phosphatidylinositol 3-kinase）、Creb（cyclic AMP response element binding protein）など遺伝
子が関与しているものと推測された。 
 
 
Figure 17 The selected IPA networks for 0.5% ASX supplementation 
Two representative networks were obtained through IPA analysis. Red indicates up-regulated genes, 
while green shows down-regulated genes. Open white nodes refer to genes that interacted with the genes 
identified in this study after IPA analysis. (A) In network 2, the Prl gene links to Mapk and Creb as the 
main molecule. (B) In network 9, the Itga4 gene links to Fak and Map2k1/2, and the Il4 gene links to Pi3k 
as the main molecule. Asterisks (*) denote significant up-regulated genes identified with DNA microarray 
analysis. 
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3-3. RT-PCR による遺伝子発現の検討 
マイクロアレイと IPA ネットワーク解析の結果から、注目した遺伝子については
RT-PCR を用いて mRNA 発現を確認した（Fig. 18）。その結果、0.5%の ASX 群に Itga4、Il4、
Il4ra、Mapk1、Mapk7、Fak、Jak1、Akt、Creb mRNA 発現が有意に増加した（P < 0.05）。一
方、Prl（P=0.12）、Prlr（P=0.28）、Pi3k（P=0.06）の mRNA 発現において、RT-PCR 結果で
は有意な増加がなかった。 
 
3-4. 空間記憶能と同定された遺伝子発現の相関関係 
研究課題１−１では、0.5%の ASX 摂取による空間記憶能の向上が認められた（Fig. 10C）。
IPA 解析で同定された遺伝子発現が空間記憶能の向上に関わるかを検討するために、モリス
水迷路を行った個体から海馬を用いて、mRNA 発現を再検討した（Fig. 19A）。空間記憶能
と海馬 Mapk1、Fak、Jak1、Akt mRNA 発現量の相関関係を Figure 19B に示した。空間記憶
能と Mapk1（r=0.53、P < 0.05)、Fak（r=0.58、P < 0.05）、Jak1（r=0.49、P < 0.05）と Akt（r=0.56、
P < 0.05）の間に正の相関が認められた。 
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Figure 18 Confirmation of gene expression by RT-PCR 
(A) Each gene in the level of mRNA is represented as relatevie abundance in 0.5% ASX compared to 
CON. *P < 0.05, **P < 0.01; student’s test. All data are presented as the mean ± SEM (n=4/group). (B) 
Represented overall agarose gel pattern of RT-PCR porducts. Gapdh was used as an internal control. 
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Figure 19 Relationship between spatial memory and 0.5%ASX-induced genes 
(A) The expression of candidate genes was validated by RT-PCR. The levels of mRNA expression are 
expressed as percentages of control. All data are presented as the means ± SEM (*P < 0.05; unpaired 
t-test; n=8-9/group). (B) There was a significant positive correlation between the percentage of time spent 
in the target quadrant and Mapk7, Fak, Jak1 and Akt mRNA for both groups (P < 0.05, Pearson’s 
correlation; CON and 0.5% ASX: n = 17).   
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4. 考察 
本研究課題では、マイクロアレイを用いて、0.5%の ASX 摂取に伴う遺伝子発現の変化を
網羅的に分析し、その後 IPA 解析を行うことで ASX 摂取が AHN を促進する分子機構を推
定した。さらに、RT-PCR で mRNA 発現を確認し、分子機構の解明に迫った。 
マイクロアレイの膨大なデータの解析ソフトウェアとして IPA を用いてネットワーク解
析を行った結果、脳下垂体前葉から分泌されるホルモンである Prl 遺伝子が、最も増強され
ていた（6.60 fold change）。Prl は慢性ストレス時の神経新生を抑制する効果や (Torner et al., 
2009)、海馬認知機能を向上する効果(Walker et al., 2012)が報告されている。また、Network 2
の結果から、神経可塑性や細胞生存など、幅広い神経機能に関与している MAPK と CREB
発現に関連することを推定された。すでに、PRL による海馬神経新生の向上には、MAPK
サブファミリーの一つである ERK5 の調節が介することが想定されている (Wang et al., 
2013)。本研究でも、RT-PCR 方法による MAPK 7（ERK 5）の有意な増加を確認した（Fig. 18）。
これらのことから、ASX による海馬神経新生の促進に Prl とその下流因子（MAPK など）
が関わることが示唆された。 
Network 9 の結果から、インテグリンという細胞接着分子のサブユニットである Itga4 遺
伝子は、0.5%の ASX 摂取により 2.24 倍増強され、インテグリンの結合タンパク質として
Fak 遺伝子の発現を推定した。この FAK は、細胞外マトリックスの接着タンパク質への結
合により、FAK の自己リン酸化が起こり、PI3K や MAPK シグナルの活性化により、細胞
の生存が維持される (Schwartz, 2001)。先行研究から、海馬 DG の長期増強（LTP）による
FAK とその下流因子である MAPK のリン酸化が増加し、FAK の抑制は海馬のシナプスタン
パク質を減少させるのではなく (Yang et al., 2003)、空間認知機能を低下させることが報告
された (Monje et al., 2012)。インテグリン（Integrin）を介した FAK シグナルが直接海馬の
神経新生に与える影響はないものの、海馬神経可塑性の向上に関与していると考えられ、
本研究の結果から ASX が FAK シグナルの活性化による海馬神経新生を高めるものと推測
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される。 
また、抗炎症性サイトカイン（anti-inflammatory cytokine）である Il4 遺伝子は、ASX 摂
取により 1.66 倍増強された。IL4 受容体の活性化は下流因子である Jak1、Pi3k、Akt シグナ
ルを活性化し、細胞の成長や生存を促進する (Gadani et al., 2012)。また、IL4 は TNF などの
炎症性サイトカインを減少させ (Hart et al., 1989)、アストロサイトでの神経成長因子（nerve 
growth factor）の合成を増強する (Brodie et al., 1998)。さらに、IL4 の減少は海馬 LTP を低
下や (Maher et al., 2005)、アルツハイマー病の病変形成に関与することが報告されている 
(Kiyota et al., 2010)。これらの先行研究から、ASX 摂取による海馬神経可塑性の促進の背景
に Il4 遺伝子がある可能性が高い。 
IPA 解析から、0.5%の ASX 摂取が Prl、Itga4、Il4 遺伝子とその下流因子の増加で AHN
を促進することが推定された。さらに、同定された遺伝子発現が ASX 摂取による海馬の認
知機能向上に関わるかどうかを検討した結果、Mapk1、Fak、Jak1、Akt の mRNA 発現と記
憶能の間に正の相関が認められた（Fig. 19）。したがって、４週間の ASX 摂取は Prl、Itga4、
Il4 の増強を介した細胞内シグナル伝達経路の活性化によって、AHN や空間記憶能を向上さ
せると考えられる。 
  
5. 要約 
本研究では、ASX による海馬機能向上に決着する分子機構を探索するため、DNA マイ
クロアレイで海馬の遺伝子発現を網羅的に検討し、IPA によるネットワーク解析を行ったと
ところ、以下の知見を得た。 
 
１）0.5%の ASX 摂取で 348 個の遺伝子が増加され、229 の遺伝子が個抑制された。  
２）IPA 解析による 0.5%の ASX 摂取では Prl、Itga4、Il4 遺伝子の増加が認められた。  
３）RT-PCR 分析により、Prl、Itga4、Il4 遺伝子および、その下流因子の発現増加が確認さ
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れた。 
４）Mapk1（r=0.53、P < 0.05）、Fak（r=0.58、P < 0.05）、Jak1（r=0.49、P < 0.05 と Akt（r=0.56、
P < 0.05）mRNA発現量はMWMで評価された空間記憶能と正の相関関係が認められた。 
 
以上の結果から、４週間の 0.5% の ASX 摂取による AHN と空間記憶能向上の背景には、
新たな分子機構（Prl、Itga4、Il4）が推定された。 
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非公開研究内容の要約 
 
多重公表が禁止される学術ジャーナルへ投稿する予定であるため、 
論文の一部（研究課題２）を非公開にする。 
 
非公開研究内容の要約 
 
（目的） 
研究課題２では、低強度運動による海馬機能の向上効果が、研究課題１を基に ASX を機
能性食品として付加的に摂取することで果たして増強されるかどうか、更にその際のその
分子機構を解明することを目的とした。 
（対象と方法） 
実験には 11 週齢の C57BL/6J 系雄マウスを用い、これまでラットで確立してきた運動モ
デルをマウスで再現するため、マウスのトレッドミル低強度運動の強度を換気性作業閾値
（ventilation threshold, VT）を決定した。次に、マウスの低強度トレッドミル運動が海馬神
経新生および空間記憶能に及ぼす効果、並びに ASX 摂取による増強の有無を検討した。ま
た、増強効果の背景となる分子機構についても遺伝子発現を網羅的解析できるマイクロア
レイと最先端の機能的解析手法である IPA（Ingenuity Pathways Analysis）解析を用いて推定
したも検討した。 
（結果） 
研究課題２では、まず本研究に用いた実験動物（C57BL/6J）の低強度運動の強度が、VT
を基準として分速７m に設定された。この VT を基準とした低強度運動による海馬神経新生
および空間記憶能の向上は ASX 摂取（0.5%）によって増強されることが明らかになった。
さらに、低強度運動と ASX の併用効果をもたらす分子機構として、低強度運動や ASX 摂
取の単独で現れなかった新たな分子機構（IGF1R、インスリン様成長因子受容体）が存在す
ることを明らかにした。これらのことから、ASX 摂取が低強度運動で高まる海馬機能向上
をより増強し、この低強度運動と ASX 併用の相乗効果を生み出す分子機構として IGF-1R
を介した経路が示唆された。 
（考察） 
本研究により、ASX 摂取（0.5%）は単独で海馬機能を高めるだけでなく、低強度運動に
よる海馬神経新生ならびに記憶能の向上効果を強化する効果を持つことが初めて示された。
また、この両者の併用効果は、それぞれの単独とは異なり、新たな分子機構を介して相乗
効果となることも明らかとなった。したがって、ASX の付加的な摂取は低強度運動による
記憶能の向上効果を相乗的に増強することが示唆された。
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